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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

<§) Serum als Zusatz von Kulturmedium bei der Zuchtung von stratifizierten Hautaquivalenten aus Stammzellen 

(57) Die Erfindung betrifft die Anwendung eines speziellen 
Verfahrens zur Kultivierung von Haarfollikelzellen (ORS- 
Zellen = outer root sheet cells) und weiterer hauttypischer 
Zellen, wie z. B. Keratinozyten, Melanozyten etc. im Hin- 
blick auf deren therapeutische b/w. kosmetische Anwen- 
dung bei Menschen und Tieren. 

Gegenstand der Erfindung ist die Zuchtung von stratifi 
zierten Hautaquivalenten aus Hautzellen bzw. deren 
Stammzellen unter Verzicht auf Kulturzusatze von spen- 
der-, empfanger- oder artfremden Organismen und somit 
die Kultivierung von Zellen unter Anwendung homologer 
(arteigener) bzw. autologer (organismuseigener) Zusatze 
im Kulturmedium. 

Gegenstand des Patentes ist die Anwendung von homo- 

logem Oder autologem a) Serum und dessen Bestandtei- 
1 len sowie b) einem Gemisch von Wachstumsfaktoren, als 
i Zusatze zum Kulturmedium. 
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Beschreibung 



Methode der Wahl ist die Abdeckung der Wunde mil pa- 
tienteneigener Haul, de heispielsweise als Mesh-(iraft. 
Thiersch-Plasiik oder als Lappen mit unicrsehiedlichen Me- > 
ihoden appli/iert wird. 

Problem: Mil der Kninahme von Haul oder gan/en evil, 
vaskulansierien Oewe he lappen wird cine zusatzliche 
Wunde gesehaffen. die ihrerseits heilen niuB. So isi /.. B. 
eine Hautentnahniesielle fur eine Mesh-Graft-Plasiik sehr 10 
schmerzhaft und hinterlaBt naeh Abheilen eine tlaehige 
Narhe mil oft un/.uniutbarem kosmetisehem Frgebnis. Bei 
wiederholt erforderlichen Eingriffen. z. B. irn Rahmen der 
Behandlung ehroniseher Wunden. stehen auBerdem Entnah- 
mestellen oil nieht in ausreichender Anzahl zur Verfugung. 15 
Weiterhin sind mit dem Hingrif'f die Risiken einer Operation 
verbunden. 



Zellkulth ierung 
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Sen der Kntwicklung von Rheinwaldet al. (1975) und den 
Frganzungen von Green (1979) ha( die Kullivierung von 
Keratinozyten und deren Anwendung vor allem in der Ver- 
brennungsmedizin einen Platz erobert (Rheinwald. J.G., ei 
al., "Serial Cultivation of Sixains of Human Epidermal Kera- 25 
tinoevtes: The Formation of Keratinizing Colonics From 
Single Cells", ('ell 6: 331-344, 1975; Green, H et al.. 
"Growth of Cultured TlLinan Epidermal Celts Into Multiple 
Fpithelia Suitable for Grafting", Proe. Nat. Acad, Sci. USA 
76: 5665 5668. 1979) Zur Anwendung koinmen inzwi- M) 
schen kultivierte Zellen aus versehiedenen Spenderlinien. 

Als geeignetes Kulturmedium haben sich Hagles Medium 
unter Zusatz versehiedener Zvtokine b/w. Zusat/e aus un- 
terschiedhchen Sercn, vor alleni loetalein Kalberseruni 
(FKS); erwiesen (Childs C.B.. Proper J. A., Tucker R.F., Mo- *s 
ses IFF. , "Serum Contains a Platelet-Derived Transforming 
Growth Factor", Proc. Nad. Acad, Sci. USA, 79: 
5312 5316. 1982; vgl. aueh Green, aaO. 1979). An der 
Kultivierung unter Verzicht auf bovine und andere art- 
fremde Substanzen wircl i miner wieder gearbeitei. 40 

Die Uherlebenszeit von Transplant alen aus eniptanger- 
fremden Zellkulturen ist naeh wie vor gering. Sic geht i.d R. 
iiber wenige Tage nicht hinaus. Die korperfrernden Zellen 
dienen v.a. als Quelle der von den Keralinozyten freigesetz- 
ten Wachstumsfaktoren, die Prozesse induzieren, die im Zu- 45 
sanunenhang mit der Wundhcilung von Beaeutung sind. 
Das allcgcne Material wird i.d R. innerhalb eincr Woehe ab- 
gestoBcn und mufi, urn eine Ileilung zu erreiehen, voni 
Empfangerorganismus durch auiologes Maierial ersetzt 
werden (Bennet el al.. Am. J. of Surgery, 166, 1993 74 SI; Si) 
Phillips T. et al., "Culture of Epidermal Autografts and Al- 
lografts. A Study of Differentiation and Allograft Survival", 
J. Am. Acad. Dcnnatol 23: 189 198, 1990). 



Pahenten eigene Keralinozyten 
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Wciterc Fntwicklungen zielten dahcr auf die Kultivierung 
autologer. d. h patienteneigener Keralinozyten (O'Connor. 
N.H. et al.. "Grafting of Burn Wounds With Cultured Epithe- 
lium Prepared From Autologous Epidermal Cells". Lancet 60 
1: 75 78, 1981; Phillips. T.ct al.. 'Treatment of Skin Ulcers 
With Cultured Epidermal Allografts", J. Am. Acad. Derma- 
tol. 21: 191 199. 1989: Hcnckcl. V. et al., "Transplantation 
of Keratinocytes in ihe Treatment of Wounds". Am. J. of 
Surgery 170: 75 83, 1995; "Die Verwendung von Keratino- 6:> 
zytenkulturen in der Schwerbrandverlet/.tenbehandlung", 
Unfallchirurg 98: 229 232, 1995). Die Anwachsralen der 
Transplamaie lassen sich durch diese Techniken auf 



40 75'V erhohen. 

Stand der Technik hierbei ist. wie sehon be: der Zuchtung 
allogener Hautgewebe, neben der Verwendung arifremder 
ixier patientenfrenuler /.usat/e im Kultunnedium. wie /.. B 
FKS, sich ebenfalls arifremder Zellkulturen aus Fibrobla- 
sten (Bindegewebszellen). auf denen die Hautkulturen 
wachsen sollen (Feeder Layer), zu bedienen. Feeder Layer 
sind generell fur die Ziichtung von Haut/.ellen bisher erf or- 
der lich. 

Fur die der/.eitigen Verfahren bestehen folgende Pro- 
bleme: 

Finsalz von FKS bei der Kultivierung: Das Infekti- 
onsrisiko mil BSF und andere n mogliehen Krankhciten 
ist erheblich. 

Einsalz von artlremden (3T3-Zellen der Vlaus) oder 
anderen hcterogenen Fibroblasienkulturen (Feeder 
Layer): Gefahr einer Ubcrtragung von artfrcniden 
Krankheitscrregern und Etablieren neuartiger Infekti- 
onswege. 

Herstellungsdauer: Multilayer 3 4 Wochen: 
Nur begrenzte Anwachsrate, bei chronisehen Wun- 
den z. B. nur 10 2(KF 

Als vveiierer. vielverspreehender bioiechnologischer An- 
satz wurde die Verwendung von Haartbllikelzellen (ORS- 
Zellen = Outer Root Sheaih-Zellen) evaluiert. Die ORS-Zel- 
len werden als Vorlauferzellen (= Stammzellen = Precursor- 
Zellen) der Keratinozyten angesehen (Jing-Shan, Y. el al., 
"Upper Human Hair Follicle Contains a Subpopulation of 
Keraiinocvtes with Superior In Vitro Proliferative Poten- 
tial", J. Invest. Dermatol. 101: 652 659, 1993). Sie sind we- 
niger differenzierte und soinit replikationsfahigere und vita- 
lere Zellen, die sich leichter und schneller in Kullur replizie- 
ren lassen sowie eine hohere lake-Rate aufweisen. liin Ver- 
tahren fiir die Kullivierung von ORS-Zellen ist erstmals 
1981 beschricben worden (Weterings, P.J.J. M. et al., "A Me- 
thod for Culturing Human Hair Follicle Cells", Brit J. Der- 
matol. 104: 15, 1981). 

In vitro vermehrte Haarwurzel zellen werden z. B. in Sus- 
pension, als Inseln in einer Tragennatnx (/. B. Fibrinkle- 
ber), auf Wunden aufgebrachl. Diese Minikulturen wachsen 
in vivo zu deckendem Hautepiihel heran und tragen zum 
WundverschluB bei (Moll. I., "Proliferative Potential of Dif- 
ferent Keraiinocvtes of Picked Human Hair Follicles", J. In- 
vest. Dermatol. 105: 14 21, 1995). 

Eigene Arbeiten im Vorfeld der Frfindung 

Uns ist gelungen, aus ORS-Zellen ein strati fi/ieries, d. h. 
niehrschiehtiges und dilTerenziertcs Ilautaquivalent in vitro 
heranzuziehen (Liniat. A. et al.. "Successful Treatment of 
Chronic Leg Ulcers With Epidermal Equivalents Generated 
From Cultured Autologous Outer Root Sheath Cells". J. In- 
vest. Dermatol. 107: 128 135, July 1996). Das gezuchtete 
Zellmaierial ist insofem als Ilautaquivalent /.u bczeichnen, 
als es dem naturlichen Hautaufbau sehr nahe kommt, jedoch 
einige fur die Haut lypische Strukturen. wie SchweiG- oder 
Talgdrusen oder Haare nieht aufweist. Bei der Behandlung 
ehroniseher Wunden wurde damit cine Take Rate von 
60 80';^ erreicht, entspreehend derjenigen von Transplanta- 
len. die mil konventionellen Techniken vom Paiicnicn ge- 
wonnen werden t eigene Daten). 

Die durch die neuen Techniken crreichien Qualitaisstei- 
gerungen vcrbessern die Anwachsrate und crmoglichcn crst- 
inalig die effi/.iente Behandlung ehroniseher Wunden mit 
aus Zellen gczuehteten. dermalen Aquivalenten. 
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Die Innovation 

Das von Lima! el al, publizierte Verfahren zur Auf/.ueht 
strati lizierter Haulaqiri valenie aus ORS-'/ellen haben wir 
weitercntwickelt, uni die Risiken ciner Krankheitsuberira- > 
gung inlblge der Verwendung emplangerfrenider Seren ini 
Kulturinediuni b/.w. empfangerfremder /ellen fur den Fee- 
der leaver auszuschalten. Mil unserem Verfahren wurde erst- 
malig in der Kultur dennaler Aquvalenie aus ORS-Zellen 
homologes sowie autologes Serum eingesetzt. 10 

Da/u verwendeten wir KDM-Medium (Clonelics, Pro- 
moCell) oder MCDB 153- Medium (z. B. von Sigma). Deni 
Medium gaben wir 10 \5 e %. autologes, d. h. empfangereige- 
nes Serum, oder homologes. d. h. gepoolles humanes Serum 
zu Sowohl in der Priniarkultur, der Auswanderungs- und 15 
Vermehrungsphase der ORS-Zellen aus den Haarfollikeln, 
als auch in der Sekundiirkuliur, der Rekonstitutions- und 
Stralifizicrungsphasc, zeigtc sieh gegenuber deni gleiehen, 
jedoeh niit FKS versetzten Medium ein nahczu verdoppeltes 
Waehstum. Auch die /.ellen selbst lielerten ein deutlich vila- 20 
leres, kubisches Aussehen In der Kultur waren die /ellen 
erstaunlich homogen. 

Das Verfahren funktioniert prinzipiell aueh nut da von ab- 
weichenden Serumkonzentralionen. /wischen 3% und 60% 
isl der relevantc Bereieh anzusiedehi. Serum enthalt eine 25 
Vielzahl von Stoffen, die als wirksamc Bestandteile anzuse- 
hen sind. Mine Charakterisierung ist bis heute nieht durchge- 
fuhrt. Generell handelt es sieh grdBtenteils urn /ytokine. 

Mil der besehriebenen Krhndung ging eine Opiimierung 
der Replikationsrate und eine Verkurzung der Replikalions- 30 
inter valle einher. Somi) gelang es erslmals, die Kulturdauer 
von bisher3 4Wochen auf insgesamt ca 2 3 Woehen zu re- 
duzieren. 

Fur die Kultivierung der ORS-Zellen ohne Feeder- /ellen 
verw endelen wir modilizieries MCDB 153-Medium als deft- « 
niertcs Medium mil und ohne Hypophysenextrakt t'Boyce, 
S.T.. Ham, H.G., "Cultivation, Frozen Storage and Clonal 
Growth of Normal Human Fpidermal Kcratinocyies in Se- 
rum Free Media", J Tissue Cult. Meth. 9: 83 93, 1985; Pit- 
lelkow, M.R. et al., "Two Functional Distinct (lasses of 40 
Growth Arrest Stales in Human Prokeratinocyies That Re- 
gulaie (Monogenic Potential", J. Invest Dermatol 86: 
410 417, 1986;Rosdy, M . Clauss, F.C., "Temnnal Fpider- 
mal Differentiation of Human Keratinocytes (jrown in Che- 
mical Defined Medium on Incrl Filter Substrates at the Air- 45 
Liquid Interphase", J. Inv. Dermatol. 95:409 414, 1990) so- 
wie alternativ NR-3- Medium niit und ohne Hypoph ysenex- 
irakt (Baur, M. et al., "Immortalised Human Skin Cells With 
a Highly Conserved Differentiation and Metabolism Profile 
as an Alternative in Toxicology Testing", In Vilro Toxieo- 
logy, submitted). Die Kultnrsehalen w ircn mil huinanein Fi- 
bronektin bzw. humanem Koliagen beschichtet. Sowohl mil 
als auch ohne ITypophysenextrak' gelang es, die ORS-Zel- 
len /u einer vergleiehbar guien Vcrmehrung zu bringen. 

Das Waehstum der ORS-Zellen konnte weitcrhin vcrbes- S5 
sen werden durch die Zugabe von PRP i platelet released 
peptides), dem Inhalt der alpha-Granula von humanen bzw. 
empfangereigenen Thrombozyten ins Kulturinediuni. Die 
Herstellung von PRP erfolgte wic in der Literatur besehrie- 
ben (Davey, M.G. and Liischer, F.F., "Release Reactions of 60 
Human Platelets Induced bv Thrombin and Other Agents", 
Biochim. Biophys. Acta 165: 490 500, 1968). PRP wurdc 
in Kon/cnlralionen von 0.0 F/r bis 20^ eingesetzt. Dabei er- 
wies sieh der Bereieh unier \ r /i als wirksamer, die besien 
Resullate wurden bei 0,05'/< erreicht. 65 

/ur Opiimierung der Take-Rate wird die optimiertc Vor- 
bereiiung des Transplantatlagers postulicrl. Bereits in den 
fruhen 80er Jahren wurde berichtet, dafi thrombozytare 



Wachsiumsl'akloren die Granulation, Vaskularisierung und 
den Matnxaufbau bei Wunden fordert (Bowen-Pope, D.F. et 
al., "Platelet-Derived Growth Factor In Vivo: Levels, Acti- 
vity, and Rate of Clearance", Blood: 64, 458 469, 1964; 
Smith, J.C. el al., "Growth Factors Adherent to Cell Sub- 
strate Are Mitogenicallv Active In Situ". Nature 296: 
154 156, 1982: Knighton. D R. et al., "Role of Platelets and 
Fibrin in the Healing Sequence", Ann. Surgery 1%: 
379 387, 1982; Bowen-Pope. D.I. el al., "Polypeptide 
Transforming Growth Factors Isolated From Bovine Sour- 
ces and Used for Wound Healing In Vivo", Science 219: 
1329 1330. 1983). 

L'nser Anliegen war. die geziichteten Ilautaquivalente auf 
ein optimiertcs Granulalionslager zu applizieren. Daher 
sollte das Transplant at lager moglichst eng an die Bedingun- 
gen der /el I kultur angepaBi werden Die Transplant at lager 
von 5 Paticnten, die fur eine Mesh-Graft vorgeschen waren, 
wurden so bis zu vier Woehen mit den, u. ,i. PRP-haltigen. 
Kultunnedien kon<litionicrt. Die Transplantate wuchsen 
sanitlich an Die r Take-Rale lag 14 Tage post applicationem 
bei nahczu 95% der Plachen. Die Restdefekie schlossen sieh 
bis auf einen 1 all njch weiteren zwei Woehen. Nur in einem 
Fall muBte erneut Kulturmaterial aufgebracht werden. Dann 
konnte aueh hier nach weiteren 4 Woehen eine komplette 
Abheilung erziett werden 

/ur Opiimierung der Handhabung der gezuchteien siraii- 
fizierten Hautiiquiv alente wurden die ORS-Zellen mi Rah- 
tnen der Sekundarkultur auf Ily aluronsaureniembranen aus- 
gesat. /wei Patienten wurden mil derartig geziichteten Hau- 
taquivalenten behandelt, indent diese zusainmen mit den 
Menibranen auf das Transplantatlager aufgebracht wurden, 
die Meinbran in direktem Koniakt mit dem Lager, darauf die 
stratilizierten Ilautaquivalente. In beiden Fallen wurde eine 
Abheilung erreicht Alternativ konnen auch andere bkxie- 
gradable Poly mere, wic / B Alginate. Polylaktide verwen- 
det werden 

Neu und Bestandtcil dieses Patentes ist die: 

Kultivierung von ORS- /ellen, z. B als strati fi/.icr- 
tes, dermales Aquiv^lent, unter Vcrzicht auf art- bzw. 
spender- b/.w. emplangerlrcmdc /ellen, derartige Me- 
dien o<ier derartige /.usiitze 

therapeuiisehe b/w. kosnietische Anwendung dieser 
Kulturen 

Vorbereitung eines Transplantatlagers mil Medien, 
die fur die Kullur von /ellen, wic z. B. ORS-Zellen ge- 
eignet sind 

Vorbcreilung eines Transplantatlagers mil Medien, 
in denen bereits Zellkulturen gchalten worden sind 
(konditionierte Medien) 

Teehnik, Gewcbc iles Spenders unter Rcdingungen 
des dem Spender eigenen Milieus in vitro heranzu/ie- 
hen (autologes Kulturverfahren ) und dadureh jedes er- 
denkliche Risiko der Obertragung von Krankheitserre- 
gern /wischen verse:iiedenen Tierspezies oder mner- 
halb derselben An /u vcrmciden, 

Verwendung von resorbierbaren Folien als Trager 
fur die Kultivierung von ORS-Zellen ini Rahmen der 
'Transplantation. 

Patent anspriiche 

1. Kultunnedium /ur /uchtung von /ellen, dadureh 
gekennzeieh.net, dak! homologes oder autologes Serum 
b/w. wirksamc Bestandteile davon zugeset/t sind. 

2. Kulturmedium nach Ansprueh 1 zur /uchtung haut- 
typiseher /ellen. 



BNSDOCtD <DE 19651992A1 I > 



DE 196 51 992 A 1 



.v Kulturniediuni nach Ansprueh 1 oder 2. dadurch ge- 
kenn/.eichnet, daG das Medium 5 bis 50 c i Scrum ent- 
nalt. 

4. Kuliurmedium nach Ansprueh 3, dadurch gekenn- 
/.cichncl. dati das Medium 10 bis \5 r A Serum enthalt. 5 

5. Kuliurmedium nach eineni dcr Anspriichc 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daP auBerdcin PRP (platelet 
released peptides) odereinc Kombination darin enthal- 
tener WirkstotYe /ugcset/i isi 

h. Kuiiurmediuni nach Ansprueh 5, dadurch gekenn- 10 
/.cichnel, daG PRP in einer Kon/.entr alien von 
0,01 2<K/r zugesetzt ist. 

7. Kuliurmedium nach Ansprueh 6. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB PRP in einer Kon/cntration von 0,01 1 t 7t 
zugesetzt ist. is 

8. Kuliurmedium nach Ansprueh 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daU PR] 3 in einer Konzeniration von 0,05 c f 
zugesct/.t ist. 

9. Kuliurmedium nach eineni dcr Anspriichc 1 bis 8, 
dadurch gekenn/.eichnet. daB es zur Ziichiung dermaler 20 
Aquivalente aus ORS-/ellen eingesetzt wird. 

10. Verwendung des Kultunnediums naeh eineni der 
Anspriichc 1 bis 9 /.ur Ilerstellung eines Arzneimittcls 
fur die Implantation oder Transplantation. 

1 1 . Verwendung nach Ansprueh 10, wobei das Arznei- 25 
mittel geziichtete /ellen enihalt. 

12. Verwendung des Kultunnediums naeh einem der 
Anspriiche 1 bis 9 zur Vorbercitung dcr Implantation 
oder Transplantation von Zellen. 

13. Verwendung nach Ansprueh 12, wobei die Vorbc- 30 
reitung die Zuchtung der fur die Implantation oder 
Transplantation eingesetzten Zellen umfaBt. 

14. Verwendung nach eineni der Anspriiche 10 bis 13, 
wobei Vorlaufer- b/.w. Staiimizcllen zur Herstellung 
von stratihzierten Hautaquivalenten verwendet wer- vs 
den. 

15. Verwendung des im Verfahren gemaB den Anspru- 
chen 10 bis 14erhaltenen konduionierten Kultunnedi- 
ums zur Vorbercitung des Transplantatlagcrs fur die 
Transplantation der hergestellten Haul aquivalente. 4jj 

16. Verwendung nach eineni der Anspriiche 10 bis 15, 
wobei I'olien aus bicxiegradablen, resorbierbaren Mate- 
rialien als Trager tiir die Ziichiung der Zellen b/.w. fur 
die Applikation der siratifizienen Hautaquivalentc ver- 
wendei werden. 45 

17. Verwendung nach Ansprueh 16, wobei die Volien 
Alginate, Hyaluronsaureester-. Poly lakt id- Poly mere 
oder andere biodegradable Poly mere sind 

Si) 
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